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摘要 : 利用 室内 选 育 119 代 的 抗 杀 虫 双 和 抗 杀 量 丹 小 菜 蛾 Pyrlelia xylostella 品系 和 敏感 品系 ， 通 
过 反复 回 交 建立 近 等 基因 系 。 用 Operon 公司 合成 的 80 个 引物 对 抗 杀 虫 双 近 等 基因 系 和 抗 杀 量 丹 
近 等 基因 系 小 菜 蛾 基因 组 DNA 进行 PCR 扩 增 ; 在 抗 杀 虫 双 近 等 基因 系 中 有 3 个 引物 分 别 产 生 了 1I 
条 特异 扩 增 带 ，2 个 引物 分 别 产 生 了 2 条 特异 扩 增 带 ，1 个 引物 产生 3 条 特异 扩 增 帝 ; 在 抗 杀 旺 丹 
近 等 基因 系 中 ， 有 4 个 引物 分 别 产 生 了 1 条 特异 扩 增 带 ，1 个 引物 产生 了 2 条 特异 扩 增 带 。 在 培 
育 近 等 基因 系 的 多 次 回 交 过 程 中 ， 与 抗 性 有 关 的 遗传 因子 被 逐步 置换 到 敏感 品系 的 基因 组 中 ， 因 
此 可 以 认为 这 些 特异 带 与 小 菜 蛾 对 杀 虫 双 和 杀 蝇 丹 的 敏感 性 有 关 。 

关键 词 : DRR: AEI: REFA 随机 扩 增 多 态 性 DNA 

中 图 分 类 号 : Q965.9 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2001) 01-0015-06 








RAPD [random amplified polymorphic DNA) 是 1990 年 由 美国 杜邦 公司 的 科学 家 
Williams1 和 加 利 福 尼 亚 生 物 研 究 所 Welsh21 领 导 的 两 个 小 组 几乎 同时 发 展 起 来 的 ， 已 广泛 应 
用 于 生物 种 属 鉴定 、 基 因 定 位 、 连 锁 图 的 建立 和 远 缘 杂 交 中 外 源 基 因 的 追踪 等 基因 组 研究 的 
各 个 领域 。 近 年 来 ，RAPD 技术 在 昆虫 学 研究 中 的 应 用 也 越 来 越 广泛 。Black 等 3 利用 RAPD 
技术 对 四 种 蚜 忠 进行 了 鉴别 比较 。Kambhampiti SE ^ RAPD 技术 用 于 鉴定 和 区 别 蚊子 的 种 
和 种 群 。Heckel SIRRI Bt 品系 和 敏感 品系 的 基因 组 DNA 进行 了 RAPD 标记 研究 ， 
获得 了 118 条 抗 性 品系 特有 扩 增 带 。 

本 研究 用 小 菜 蛾 对 杀 虫 双 和 杀 蜡 丹 抗 性 近 等 基因 系 为 试 材 ， 通 过 随机 引物 扩 增 ， 拷 出 与 
抗 性 相关 的 遗传 标记 ， 为 进一步 研究 抗 性 基因 的 分 子 结构 和 功能 葛 定 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 小 菜 蛾 品系 


供 试 小 菜 蛾 采 自 贵州 省 贵阳 市 花溪 区 中 曹 乡 的 甘 赣 地 ， 经 毒 力 测 定 证 明 该 田间 种 群 对 杀 
上 虫 双 和 杀 蜡 丹 均 属 敏感 种 群 〈 与 武汉 蔬菜 历 提供 的 敏感 种 群 比较 )。 室 内 用 药剂 继 代 选 育 119 





基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 (39770504) 
x 南京 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 南 京 ， 邮 编 210097 
收 稿 日 期 ，1998-07-23; 接受 日 期 ， 1999-04-19 
. 15 . 


16 E H 学 报 44 05 


代 获 抗 性 品系 ， 同 步 隔离 饲养 培育 敏感 品系 。 小 菜 蛾 饲养 参照 刘 传 秀 等 4] 方法 。 
1.2 EXE 

ZR DX. Cdimehypo2. 9996 FA CORAM LESER: REF Ccartap). 9896 UE; CH 
本 武田 药品 工业 株式 会 社 );N- 三 凑 甲 基 和 氨基 甲烷 《Tris)，99.6% (Amersham 进口 分 装 ); 
精 胺 ，97% (Sigma 公司 产 ); 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA)，99.5% 《上海 试剂 一 厂 ); 十 二 烷 基 
RHA (SDO (Sigma 进口 分 装 ) MERE DNA (XDNA/Eco D?» 1.5 ng/nL《 华 美 公司 ); 
标准 分 子 量 DNA (marker)，100 bp DNA Ladder Plus 《MBI); 引物 (Operon 公司 )， 
OPZor-20> OPJo-2、 OPKo -20> OPLor-20° 
1.3 实验 方法 
1.3.1 近 等 基因 系 培育 :分别 以 小 菜 蛾 抗 杀 虫 双 品系 和 抗 杀 蜡 丹 品 系 为 父 本 与 敏感 品系 杂 
交 ， 获 得 杂交 Fi 代 ， 用 适量 药剂 点 滴 局 代 4 龄 幼虫 ， 杀 死人 敏感 个 体 和 一 部 分 杂 合 个 体 ， 成 
活 的 抗 性 个 体 化 晴 后 分 装 到 玻璃 指 管 中 《 每 管 装 1 头 晴 )， 羽 化 的 雄性 个 体 与 敏感 品系 回 交 得 
回 交 第 1 代 《〈BC )。 再 用 适量 杀 虫 双 和 和 杀 蜡 丹 分 别 点 滴 各 自 的 BC， 羽化 后 的 BC 为 父 本 与 
敏感 品系 回 交 得 BC,。 如 此 反复 回 交 12 代 后 ， 让 BC> 自 交工 代 ， 用 药剂 簿 选 获得 抗 杀 虫 双 和 
抗 杀 蜡 丹 的 小 菜 蛾 近 等 基因 系 Cnear isogenic lines)。 回 交 过 程 中 抗 性 发 展 如 表 1 所 示 。 


R1 抗 性 品系 及 其 回 交 后 代 对 药剂 的 敏感 性 
Table 1 susceptibility to insecticide in resistant strain and its backcross progeny 


品系 EII LDP line  (y-a* bz) LDs, (ug/3k) (95% CL) 抗 性 倍数 ”RR 





Strains EX Dimehypo XMF Cartap AEX Dimehypo AIAFI Cartap 茶 虫 双 Dimehypo ÆHF Cartap 





Fy 5.423 + 1.633% 5.132+1.827x 0.55 0.24 1.00 1.00 
(0.65—0.46) (0.33— 0.22) 
Fus 2.390-- 1.2302 3.876 * 0.730: 91.00 34.69 165.45 144.54 
(128.61—64.39) (46.05— 26.14) 


Ra 4.084 -1.026x 4.614 *0.781x 7.81 3.12 14.20 3.00 
(11.39—5.36) (5.21— 1.87) 
BCs 4.375 + 1.359% 4.519 * 1.382x 2.88 2.23 5.25 9.29 


(4.34— 1.92) (2.94— 1.69) 
BC; 4.464 * 0.549x — 4.780 0.626x 2.66 1.44 4.84 5.92 
(3.81—1.50) (2.50—0.34) 


1.3.2. 小菜 蛾 基因 组 DNA RR: 根据 Heckel 等 [5 方法 略 作 改进 。 将 回 交 12 代 后 自 交 1 代 
的 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 用 适量 药剂 处 理 ， 羽 化 成 虫 ( 约 2 mg/ 头 ) 置 于 - SUC 冰箱 冷冻 。 取 各 品 
系 成 虫 10 头 ， 分 装 在 不 同 的 1.5 mL Eppendorf 管内 ， 加 100 uL. AR (AE 10 mmol Tris- 
HCl. pH 7.5. 60 mmol NaCl，50 mmol EDTA)， 用 在 酒精 灯火 焰 上 封口 的 塑料 吸 头 揭 碎 匀 
浆 后 ， 立 即 加 入 100 uL BH (AR 300 mmol Tris-HCl. pH 9.0，100 mmol EDTA，5S% 芒 
RD, E 60 和 他 水 浴 内 振荡 45 min: 冷却 后 加 入 30 nL 8 mol/L 醋酸 钾 ， 冰 中 温 育 30 min 后 ， 
40'C 12 000xg 离 心 2 min， 小 心 吸 取 上 清 液 ， 加 入 2 倍 9596 02K ZR. 20: I B2 h. 4C 


第 工期 程 罗 根 等 : 小 染 蛾 对 杀 虫 双 和 杀 蝇 丹 抗 药性 遗传 的 DNA 随机 扩 增 多 态 性 研究 17 


14 000X g 离 心 15 min 后 ， 倒 掉 乙 醇 ， 沉 淀 物 中 加 入 7096 EZ. 10 000X g 离心 5 min， 倒 挥 
乙醇 ， 所 得 DNA 在 空气 中 干燥 后 加 入 50 uL TE C10 mmol Tris-HCl. pH 8.0. 1 mmol 
EDTA) 溶解 ， 并 测定 DNA RE. 
1.3.3 PCR 扩 增 : 参照 Heckel 等 [5 方法。 反应 总 体积 为 25 uL. Ta 酶 为 1 个 酶 单位 ， 模 板 
DNA 量 约 10 ng。 

PCR 循环 程序 为 :94 筷 变 性 5 min 后 进行 45 个 循环 : 93 和 人 变性 1 min，3S 退火 1 min» 
72'C SET 2 min， 最 后 在 72 亿 保持 5 mine 
1.3.4 MIRARE: ZR Heckel 等 [31 和 萨 姆 布鲁克 等 [站 方法 。1.2% 琼 脂 糖 ，1 x TAE 
电极 缓冲 液 ，3V/ecm 电压 电泳 3 h。 点 样 量 为 15 uL». RARE. 


2 结果 与 分 析 
用 Operon 公司 合成 的 80 个 随机 引物 对 小 菜 蛾 抗 杀 虫 双 近 等 基因 系 、 抗 杀 蜡 丹 近 等 基因 


系 基因 组 DNA 进行 PCR 扩 增 ， 其 中 15 个 引物 在 近 等 基因 系 中 产生 了 清晰 的 扩 增 带 而 且 重 复 
性 好 。15 个 引物 序列 如 表 2 所 示 ，PCR 扩 增 产物 如 图 1 和 表 3 所 示 。 














表 2 引物 序列 表 3 不 同 引 物 扩 增 的 特异 带 数 量 
Table2 Primer sequence Table 3 Number of special bands by amplification 
引物 碱 基 序 列 引物 碱 基 序 列 with different primers 
Primers Sequence Primers Sequence 特异 带 数 量 Number of special bands 
引物 
Z01 A 7.03 AGCA A l 敏感 品系 抗 杀 虫 双 近 papier 
e een eene aont Primers ^ Susceptbl。 AERAR 。 等 位 基因 系 
Z04  AGGCTGTGCT | Z06 GTGCOGTTCA Wins MISoKDR NILSoCR 
Z-07 AGGAGGA! Z1 GACAAA! dus : : : 
qur VES » 人 1 0 无 扩 增 带 
Z1 CTCAGTCGCA Z12  TCAACGGGAC OPZ-06 1 0 1 
Z-13 GACTAAGCCC Z14  TCGGAGGTIC EET ` 3 : 
OPZ-12 0 2 1 
J 11 ACTCCTGCGA | J12  GICCCGTCCT OPZ-14 1 3 2 
18 . TGGTCGCAGA | 1-19 GGACACCACT GET 0 — IKSERR» RW 0 
OPJ-12 0 1 0 


1S 个 引物 产生 的 扩 增 带 可 以 分 为 三 种 类 型 : 四 抗 性 近 等 基因 系 和 敏感 品系 相同 扩 增 带 ; 
@ 抗 性 近 等 基因 系 所 特有 、 敏 感 品系 中 没有 的 扩 增 带 ， 图 敏感 品系 中 具有 而 在 抗 性 近 等 基因 
系 中 消失 的 扩 增 带 。 其 中 引物 OPZ-03、OPZ-11、OPZ-13 和 OPZ-19 在 敏感 品系 和 近 等 基因 
系 中 产生 的 扩 增 带 相同 ; 引物 OPZ-01、OPJ-11 和 OPJ-12 在 抗 杀 虫 双 近 等 基因 系 中 各 产生 1 
条 特异 带 ， 大 小 Cbp) 分 别 为 : 500 一 600、500 一 600 和 700 一 800; 引物 OPZ-12 和 OPJ-18 各 
产生 了 2 条 特异 带 ， 大 小 《bp) 453879: 400—500. 900—1 031、400 一 500 和 1 200 一 1 500: 
引物 OPZ-14 产生 了 3 条 特异 带 ， 大 小 Cbp) 分 别 为 700 一 800、900 一 1 031 和 1 200 一 1 500; 
引物 OPZ-06、OPZ-07、OPZ-12 和 OPJ-18 在 抗 杀 蜡 丹 近 等 基因 系 中 各 产生 1 条 特异 带 ， 大 小 
(bp) 分 别 为 : 1 200—1 500. 300—400. 400—500 和 1 200—1 500: 引物 OPZ-14 EHAE 
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图 1 随机 扩 增 多 态 性 DNA 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
Fig. 1  Agarise gel electrophoresis of randomly amplified polymorphic DNA 
M. DNA marker (100 bp DNA Ladder Plus: 100—3 000 bp); C. control; 

1-1. 引物 primer: 1—4. OPZ-01; 5—8. OPZ-03; 9—12. OPZ-04; 13—16. OPZ-06; 17—20. OPZ-07; 
模板 DNA Template DNA: 1, 5, 9, 13, 17. 敏感 品系 susceptible strain; 2, 6, 10, 14, 18. 抗 杀 虫 双 近 
等 基因 系 NILS of DR; 3, 7, 11, 15, 19. fU SRPEIESE SEIN XX NILS of CR 
1-2. 引物 primer: 1—4. OPZ-10; 5—8. OPZ-11; 9—12. OPZ-12; 13—16. OPZ-13; 17—20. OPZ-14; 
模板 DNA Template DNA: 同 图 1-1 As in the case 1-1 
1-3. 引物 primer: 1—4. OPJ-11; 5—8. OPJ-12; 9—12. OPJ-18; 13—16. OPJ-9; 17—20. OPJ-20; 
模板 DNA Template DNA: 同 图 1-1 As in the case 1-1 
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丹 近 等 基因 系 中 产生 了 2 条 特异 带 ， 大 小 《bp) 463479: 700—800 和 900—1 031; 引物 
OPZ-01. OPZ-04. OPZ-06 和 OPZ-14 在 敏感 品系 中 各 产生 1 条 特异 带 ， 大 小 Op 分 别 为 : 
1200—1 500. 200—3 000. 200—300 和 1 200 一 1 500- 


3 Wit 


虽然 Heckel 等 :5 用 随机 引物 通过 PCR. 扩 增 在 小 菜 蛾 抗 性 品系 和 敏感 品系 间 找 到 了 差异 
带 ， 但 这 种 差异 难以 确定 是 否 真 正 与 抗 药性 有 关 。 因 为 抗 性 品系 和 敏感 品系 来 源 不 同 ， 除 在 
抗 药性 上 存在 差异 外 ， 在 其 它 形 态 或 生理 生化 等 诸多 性 状 上 均 有 可 能 存在 差异 。 因 此 本 研究 
以 近 等 基因 系 做 为 实验 材料 。 

通过 多 代 回 交 ， 抗 性 基因 逐步 置换 到 敏感 品系 的 基因 组 中 ,再 通过 自 交 选 育 ， 保 留 了 那 
些 在 轮回 亲本 〈S)》 遗传 背景 下 获得 了 供 体 目的 基因 的 个 体 。 在 这 些 个体 中 除 目 的 基因 及 其 邻 
近 区 域外 已 失去 了 几乎 所 有 供 体 基因 。 抗 性 近 等 基因 系 和 敏感 品系 之 间 只 在 抗 性 相关 区 域 存 
在 差异 ， 其 它 区 域 的 遗传 背景 是 相同 的 。 由 于 RAPD 技术 是 用 一 系列 不 同 碱 基 顺 序 的 引物 对 
整个 基因 组 的 有 关 区 域 进行 检测 ， 检 测 的 区 域 可 能 包括 与 抗 性 有 关 的 基因 区 ， 也 可 能 包括 与 
抗 性 无 关 的 基因 区 。 非 选择 的 与 抗 性 无 关 的 区 域 产生 的 扩 增 带 在 抗 性 近 等 基因 系 和 敏感 品系 
间 应 该 是 相同 的 ， 只 有 在 选 定 的 抗 性 基因 区 有 差异 。 抗 性 近 等 基因 系 除 了 产生 与 敏感 品系 相 
同 的 扩 增 带 外 ， 还 应 产生 一 些 敏感 品系 所 没有 的 特异 带 ， 这 种 特异 带 即 是 与 抗 性 基因 连锁 的 
RAPD 标记 ， 因 此 ， 在 抗 性 近 等 基因 系 中 产生 的 特异 带 ， 可 以 认为 是 遗传 变异 (基因 突变 或 
染色 体 畸 变 〉 的 结果， 是 与 抗 性 相连 锁 的 遗传 标记 。 敏 感 品 系 中 特异 带 的 出 现 ， 可 以 认为 是 
由 于 敏感 品系 基因 组 中 相应 区 域 在 抗 性 近 等 基因 系 中 被 抗 性 基因 万 置换， 敏感 品系 中 出 现 的 
特异 带 即 是 与 抗 性 基因 对 应 的 敏感 等 位 基因 的 遗传 为 变异 。 

杀 虫 双 和 杀 蜡 丹 均 为 沙 熏 毒 素 类 杀 虫 剂 ， 具 有 类 似 或 相同 的 作用 机 理 ， 毒 力 测定 结果 也 
表明 ， 二 者 之 间 存 在 很 强 的 交互 抗 性 51， 因 此， 用 同 种 引物 扩 增 时 ， 应 该 产生 相同 的 特异 扩 
增 带 。 但 是 表 3 的 结果 却 表明 ， 杀 虫 双 和 杀 蜡 丹 的 近 等 基因 系 在 一 些 引物 中 产生 了 不 同 的 扩 
增 带 ， 这 可 能 是 因为 小 菜 蛾 对 杀 虫 双 和 杀 蜡 丹 的 抗 性 均 受 常 染 色 体 上 不 完全 显 性 的 多 基因 控 
制 [#9， 在 多 代 回 交 的 基因 置换 以 及 最 后 的 自 交 选择 过 程 中 ， 在 抗 杀 虫 双 和 抗 杀 蜡 丹 的 两 个 
近 等 基因 系 中 选择 到 的 与 抗 性 相关 的 区 域 可 能 不 同 。 因 此 ， 用 同一 种 引物 扩 增 时 ， 得 到 的 特 
异 扩 增 带 可 能 存在 一 定 的 差异 。 但 是 ， 这 种 差异 到 底 是 由 不 同 基因 区 域 引起 的 还 是 由 同一 基 
因 内 部 某 些 碱 基 变 化 引起 的 ， 尚 需 进一步 研究 。 
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Random amplitied polymorphic DNA of resistance to dimehypo and 
cartap in diamond-back moth: Plutella xylostella 


CHENG Luo-gen'; LI Feng-liang; HAN Zhao-jiu，LI Zhong-ying; CHEN Zhi-hao 
(Institute of Plant Protections Guizhou Academy of Agricultural Sciences: Guiyang 550006; China) 


Abstract: Two near isogenic lines (NILS) of Pluzella xylostella were cultivated by back crossing 
for 12 successive generations between its resistant and susceptible strains to dimehypo and cartap in 
the laboratory. DNA from NILS was compared using optimized randomly amplified polymorphic 
DNA (RAPD? methods. Of the 80 primers tested» 6 primers produced 1 or more special bands in 
NILS of dimehypo resistance (DR), but none in the susceptible strain. and 7 primers produced 1 
or more special bands in NILS of cartap resistance (CR). By repeated back crossing» the gene re- 
lated to resistance was displaced to susceptible genome. Therefore» it is thought that these special 
bands throughout the genome in this study are likely to represent 1 or more loci that influence sus- 
ceptibility to dimehypo and cartap in the diamond-back moth. 
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